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 P：LA 1は動物の膵臓や肝臓、微生物に存在し、 PLA2と共にリン脂質の代謝回転に寄与して
いる。これまでに知られているそれ以外のPLA1の分離源としては、 Asρθrgillus oryzae35）、
Aspergi71us fumiga tusB6）， Eseheriehia eoh37）． Serra tia sp． MK138）， Serra tia liquef7aciens39），
スズメバチ40）、ウシの脳、精巣41）、ブタ血小板細胞膜42）などが挙げられる。また、少数では
あるが、Moritθ11a marinaやPse udoalth erom onas属43）、 Psychrohaeter属44）等のDHA産



















































る。SMaseCの生産源としてはヒトの胎盤63）やウシ胎仔血清、 Staphyloepeeus a・ure us64）、
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（0ρlegna th us faseia tus）から採取した菌株をHFMCOOO3株、 HFMCOOO4株、 HFMBOOO7
株と命名した。これらの4株のPLA、 PLC、 PLD、 LPLC、 SMaseC活性の検出を行ったと
ころ、HFMCOOO3株、 HFMCOOO4株、 HFMBOOO7株にはPLA活性のみが培養上清中に存


































































































表1－3HFMCOOO3株、 HFMCOOO4株、 HFMBOOO7株、 HFHIOO14株の培養上清による
   合成PCの加水分解反応で生成したLPCおよび原料PCの脂肪酸組成（％）および加
   水分解率（％）
（a） LPCおよび原料PCの脂肪酸組成（％）
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菌株 PLAI PLA2 PLC PLD LPLCSMaseCリパーゼ




























































Dickinson and Company）、0．5％ペプトン（Becton Dickinson and Company）、0．1％酵母





































FA （nmol） ＋PC （nmol） ×2＋LPC （nmol） ＋MG （nmol） ＋DG （nmol） ×2
            FA（nmol）
×100
LPC（O／o） ＝
FA （nmol） ＋PC （nmol） ×2＋LPC （nmol） ＋MG （nmol） ＋DG （nmol） ×2
            LPC （nmol）
×100
MG （O／o） ＝
FA （nmol） ＋PC （nmol） ×2＋LPC （nmol） ＋MG （nmol） ＋DG （nmol） ×2
            MG （nmol）
×100
DG （O／o） ＝
FA （nmol） ＋PC （nmol） ×2＋LPC （nmol） ＋MG （nmol） ＋DG （nmol） ×2
            DG（nmol）×2
×100
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メイクアップガス圧
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リン脂質 卵黄 大豆 イカ
   PC
   PE
   ps
   PI
ホスファチジン酸
   LPC
   LPE






































               FA （mol）
加水分解率（％）＝















     一k …  数式3dt


















水0．25ml加えて0．5 mlとし、これをジエチルエーテル0．5 m1、卵黄PC 2．5 mgとともにバ
イアル土中で混合し、6h振とう培養機で200 rpm、10℃で反応させた。各反応生成物をFolch
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     0        10       20       30       40
               時間（min）
      一◆一FA一■一PC十LPC→←MG→←DG
反応温度，10℃；ジエチルエーテル，0．5ml；卵黄PC，2．5 mg；培養上清，0．5 ml；
             振とう， 200 rpm
    （a） 各反応生成物量の経時変化（反応初期40min後まで）
  100





    0     0510152025               時間（h）
      一◆一FA十PC十LPC→←MG→←・DG
            条件は（a）と同じ
       （b） 各反応生成物量の経時変化（24h後まで）
図2－1 HFHIOO14株培養上清と卵黄PCとの各反応生成物量の経時変化







































反応温度，10℃；ジエチルエーテル，0．5ml；リン脂質，2．5 mg；培養上清， O．5 ml；









    条件は図2－3と同じ




















































  O 5 10 15 20 25
         時間（h）
“FA 一PL 一LPC 一）（一MG 十DG
反応温度，10℃；ジエチルエーテル，0．5m1；卵黄レシチン，2．5 mg；











  0   0510152025
          時間（h）
 一◆一FA十PL r∩r・LPC→←MG→K－DG
        条件は図2－7と同じ
    図2－8 イカ由来リン脂質の加水分解
 100






   0    5   10   15   20   25
          時間（h）
 一◆一FA引■一PL十LPC→←MG→K－DG
      条件は図2－7と同じ
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y ＝ 1425．4x ＋ 96290
  R2 ＝ o．9811









  O 100 200 300 400 500
          1／S
      条件は図2－10と同じ
PLA1と卵黄PCの反応におけるLineweaver－Burkプロット
・
    O 10 20 30 40 50
                時間（min）




















10 20 30 40 50 60 70
      加熱温度（OC）
 一◆一PLAI一■トPLC十LPLC
80
反応温度，10℃；ジエチルエーテル，1．O ml；卵黄PC，5．0 mg；培養上清，1．O ml；




















“FA 一PC 十LPC 一MG 一〉（一DG
反応温度，10℃；ジエチルエーテル，0．5m1；卵黄PC，2．5 mg；培養上清，0．5 ml；











分子量 画分 PLAI PLC LPLC
50，000 以上 o o 0
以下 × × ×
100，000 以上 o o o
以下 O × ×
○…活性あり、×…活性なし
反応温度，10℃；ジエチルエーテル，0．5ml；卵黄PC，2．5 mg；酵素液，0．5 ml；




















































 Bio－Gel P－100 gel medium（BIO RAD社）41．67 gを溶離液11（0．02 Mリン酸緩衝液・（pH










































































































o 10 20 30 40 50
フラクションナンバー
60 70 80










  培養上清，0．5ml；振とう，200 rpm；反応時間，6h
図3－3 ゲルろ過クロマトグラフィー（1回目）による







   
λ  15
’t！‘’ 10
   5
   0
1 20 25 30 35 40 45 50 70 90
       フラクションナンバー
    一■一タンパク濃度＋比活性
O．3
0．25 A





    vO．05
0
ゲル，Bio－Gell P－100 gel medium；温度，4℃；流速，25 ml／h；
反応温度，10℃；ジエチルエーテル，O．5 ml；卵黄PC，2．5 mg；


































transpor七er solu七e receptor， TAXI family proteinおよびimmunogenic proteinであった。
immunogenic proteinは免疫原性のタンパク質であり、その働きはPLA1とは異なる。また、





表3－2 Moi・itella sp． HFHIOO 14株の有するPLA1のN末端アミノ酸配列
   の相同性検索結果
Sequences producing significant alignments
Score
（Bits）
TRAP t1aansporter solute receptor， TAXI family protein
［Si7ieihaeter ponieroyi D S S’3］
immunogenic protein［Oeea刀osp加Z1〃1ηsp． MED92］
immunogenic protein ［Marinomonas sp． MED1211
immunogenic p rotein ［Stappia aggrega ta IAM 12614］
TRAP transporter solute receptor， TAXI family protein
［Rhodobaeterales bacterium HTCC2654］
immunogenic protein ［Marinobacter sp． ELB17］
TRAP transporter solute receptor， TAXI family protein
｛Stappia aggrega ta IAM 12614］
putative immunogenic protein
し醸～o孟。わaetelゴ召．αz」ρ．rofundu．α～3TC］K］
putative immunogenic protein ［Photohaeterium profundum SS9］
TRAP transporter solute receptor， TAXI family protein
［Roseovarius n ubinhibells ISM］
TRAP transporter solute receptor， TAXI family protein
［Sllieibaeter sp． TM 1040］
TRAP transporter solute receptor， TAXI family protein
［Roseobaeter sp． SK209’2＝6］
TRAP transporter solute receptor， TAXI family protein
［Roseobacter sp． MED 193］
immunogenic protein ［Oeeanieola ba tsensis HTCC2597］
immunogenic protein ［ Vihrio harveyi HYO 1］
immunogenic protein［巧み1プ05」ろ110刀がAK1】
immunogenic protein ［ Vihrionales bacterium SWAT’3］
immunogenic protein［翻訳1ゴ03忽加ヶtieus 12GO1］
immunogenic protein ［ Vibn’o fisehezi’ ES114］
immunogenic protein ［ Vihrio parahaemo！ytieus RIMD 22106331
TRAP－type uncharacte！ai’ zed transport system， periplasmic









































































































 本実験では、培養上清と精製PLA1の卵黄PC 2．5 mlを加水分解する際の活性量を同等に
するために、培養上清をK28液体培地により2倍に希釈した。培養上清および精製PLA1
















 培養上清0．5mlを卵黄PC O．5、1．0、2．5、5．0、12．5 mg、ジエチルエーテル0．5 ml、 PE


















 精製PLA1に対する金属イオンの影響を調べるために、金属としてCaC12、 MgC12、 KCI、
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合成PC，5．O mg；ジエチルエーテル，0．5 ml；精製PLA1，0．3 ml；























y ＝ 4658．8x ＋ 477509
  R2 ＝ O．9727
y ＝ 2742．5x ＋ 700618
   R2 ＝ O．993
  一300 一100 100 300 500                1／S
          ◆培養上清▲精製PLAI
卵黄PC，0．5，1．0，2．5，5．O mg；ジエチルエーテル，0．5 ml；酵素液，0．3 ml；
   反応温度，10℃；振とう速度，200rpm；反応時間，30 min
図4－1培養上清と精製PLA1のLineweaver・Burkプロット
表4－2精製PLA 1と培養上清の盈nおよびVmax

























































PC＋PG． y ＝ 3306．6x ＋ 168478
  y ＝ 3988．9x ＋ 63338
PC＋PE． R2 ＝ o．9243
         1
         ・
R2 ＝ O．9731
y ＝ 1807．9x ＋ 123088
  R2 ＝ O．9664
一100 o 100 200 300 400
     1／S
▲PCのみ◆PC＋PG■PC＋PE
卵黄PC，0．5，1．0，2．5，5．0，12．5 mg；PE，0．5 mg；PG，0．5 mg；
ジエチルエーテル，0．5ml；培養上清，0．5 ml；反応温度，10℃；
























        基質濃度（mg／ml）
    “PC 一PC＋PE 一PC＋PG
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     加熱温度（。C）
 ＋培養上清＋精製PLA1
反応温度，10℃；ジエチルエーテル，0．5ml；卵黄PC，2．5 mg；酵素液，0．5 ml；
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反応温度，10℃；ジエチルエーテル，0．5ml；卵黄PC，2．5 mg；酵素液，0．5ml；
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          条件は図4－6と同じ






















Contro1 Ca2“ Mg2’ K＋ Fe3＋ Na＋ Co2＋
反応温度，10℃；ジエチルエーテル，0．5ml；リン脂質，2．5 mg；酵素液，0．5 ml；








































 HFHIOO 14株のグリセロールストックを：K28液体培地10 mlに植讃し、10℃で96 h振と




液に20％SDS 11μ1、20 mg／ml proK：（タカラバイオ（株））2plを加え、37℃で1hイン
キュベートした。その後、5 M NaCl 75 pl、 CTABINaCl溶液（1％セチルトリメチルアンモ














 Moritella sp． HFHIOO14株はグラム陰性菌であることから、グラム陰性菌のPLA1産生菌
のPLA 1遺伝子の相同性検索をGENETYX－MACのMultiple Alignmentを用いて行った。
相同性検索を行ったPLA 1産生菌はSkewalleUa baltiea、 Shewanella p utrefaeiens．
Pse udoalterom onas a tian tiea， Psyehrobaeter cryohalolen tis． Yersinia pse udotubereulosis





溶液1plに10×PCR buffer（タカラバイオ（株））2．5pl、 dNTP mixture（タカラバイオ
（株））2．5111、プライマーb（5’一GAY GAY AAY CCN DA－3’）1．Opl、プライマー。（5’一TC NCC
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She wanella p utrefa eiens
Acidovorax a venae subsp． eitruth’AACOO－1
Pse udoalterom onas a tian tiea
Psyehrobaeter eryohalolen tis
Polarom onas naph thalenivorans CJ2

















 本実験のPCRはTaKaRa LA PCR in vitro Cloning Kit（タカラバイオ（株））を用いて
行った。DNA断片溶液5pl、 Sau3AI Cassette 2．5 pl、 Ligation Hi（タカラバイオ（株））4
plを混合し、16℃で30 minインキュベートした。このライゲーションサンプル1plに10
×LA PCR buffer 5．0 pl、 dNTP mix 5．O pl、プライマー一一n 1．O lll、 Primer C 1（Kit中のプラ
イマー）1．O pl、 ex－taq polymerase O．5pl、蒸留水36．5μ1を混合し、 PCRにかけた（温度
条件：95℃，1mi11、94℃，30 sec、55℃，30 sec、72℃，4min、30サイクル）。 PCR後、この
反応液を蒸留水にて1～10’3まで段階希釈した。二段階の反応液各1plに10×LA PCR buf雅er
5．Opl、 dNTP mix 5．Opl、プライマーn 1．0111、 Primer C2（TaKaRa LA PCR in vitro Cloning
Kit中のプライマー）1．Op1、 ex－taq polymerase O．5 pl、蒸留水36．5μ1を混合し、 PCRに
かけた（温度条件：95℃，1min、94℃，30 sec、55℃，30 sec、72℃，4min、30サイクル）。こ
の反応液1p1に0．5 pl 10×ローディングバッファーを加え、1％アガロースゲルに添加し、




DNA断片をTE 5 plに溶解し、濃縮した。濃縮したサンプル溶液2plにT vector O．5 pl、












らGenElute Plasmid Miniprep Kit（Sigma）を用いてプラスミドを抽出した。抽出したプ




 DNA断片のインサートがなされたプラスミド溶液5pl、 Sau3AI Cassette 2．5 pl、 Ligation
Hi（タカラバイオ（株））4μ1を混合し、16℃で30 minインキュベートした。このライゲー
ションサンプル1111に10×LA PCR bufEer 5．O lll、 dNTP mix 5．0μ1、プライマーn 1．O lll、
Primer C 1（K：it中のプライマー）1．O pl、 ex－taq polymerase O．5111、蒸留水36．5Flを混合
し、PCRにかけた（温度条件：95℃1min、95℃10 sec、55℃5sec、72℃4mi11、30サ
イクル）。PCR反応溶液を前述の方法と同様にPCIおよびイソアミルアルコール：クロロホル











DNA 25 pl、10×Sau3AI 25111、蒸留水200111を混合し、37℃で30 minインキュベートし、
65℃で10minインキュベートした。このDNA断片溶液を5－2－3に記載した方法でPCI
およびイソアミルアルコール：クロロホルム＝1：24により処理し、エタノールにより沈殿した






SuperCos1（Stratagene Corporation）1μ1、 Ligation Hi 2．5plを加え、16℃で一晩インキュ
ベートした。このライゲーションサンプル全量4．5111にMaxPlax Lamdba packaging
extracts ’（Epicentre Biotechnologies Coporation）25μ1を加え、30℃で90 minインキュベ






















Protein Extraction reagent（タカラバイオ（株））500111を加え、懸濁し、室温にて20 min
振とうした。そして、4℃で遠心分離（12000rpm、20 min）し、上清を採取した。この上清























o ＠ ＠ ＠ ＠
①マーカー ②HFHIOO14株DNA希釈なし ③H：FHIOO14株DNA 10’1希釈
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    ①EA②PC ③LPC ④PE ⑤PG ⑥⑦コスミドライブラリー
 反応温度，10℃；ジエチルエーテル，0．5ml；リン脂質，2．5 mg；酵素液，0．5 ml；



































































PLA1とPCとの反応に対するPE、 PGの影響を調べたところ、 PG、 PEはPCと競合的に
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